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研究要旨  

腸管出血性大腸菌の調査を高度化するためのツール開発を行なった。IS-printing (IS-P)

法はスクリーニング法として各地の地方衛生研究所等で広く使用されているが、現時点

では O157 と O26 のみに適用可能である。 

IS-P に関して、EHEC O121 と O111 用のプロトタイプの検証が、全国地方衛生研究所の

協力で実施された。問題点を抽出し、開発系の改善等を実施した。EHEC O103 用の解

析系を含めほぼ実用化に向けての検証が終了した。またまた、迅速・簡易な分子疫学解

析法として利用されている PCR based ORF typing（POT）法の検証も、全国地方衛生研

究所の協力で実施された。O121 及び O157 以外の多様な血清型において D index 0.997

（O111）～0.961 (O145)と良好な菌株識別能力を実現した。全国の地方衛生研究所で実

施可能としていくことで、希な血清型の EHEC 感染症監視に貢献できると期待される。 

IS-Pおよび POT法よりも高精度な手法である MLVA法も実際に使用し、データの蓄積が

なされた。 

 

 

A. 研究目的 

 食中毒調査においては、迅速な探知が原因食品

を市場から取り除くことにつながるため、全国地

方衛生研究所（地衛研）と国立感染症研究所は

EHEC 分離株の分子型別が実施されてきた。各型

別法には時間、労力、解像度、多施設間比較の面

で長所、短所があるため、複数の方法を組み合わ

せて目的に応じて使い分けている。スクリーニン

グ法として IS-printing (IS-P)法が開発され

（Ooka et al. J Clin Microbiol 2009, Mainil et al. 

J Appl Microbiol 2011）、解像度は低いが簡便・

迅速・多施設間比較が容易な IS-P 法で一致した

菌株は高解像度である PFGE 法で確認する手順

が広がった。さらに、高解像度に多検体解析可能

な MLVA 法(Izumiya et al. Microbiol Immunol. 

2010)が感染研と一部の地衛研で実施可能となり、

IS-P 法と MLVA 法との組み合わせが最も迅速に

結果が得られると考えられてきた。しかし、IS-P

法はO157とO26のみに、MLVA法はO157, O26, 

O111 のみに可能であり、対象の拡大が望まれる。

また、近年、新規簡易迅速型別法(PCR-based ORF 

typing, POT 法)が開発され、様々な病原細菌に応

用されてきた。 

本研究では IS-P 法 (O111, O103, O121) 、

EHEC-POT 法については不足するゲノム情報の

取得とシステムの開発を H30 年度までに実施し、

H31 年度には地方衛生研究所で試行する。MLVA

法に関しては、O103, O121, O145 解析用システ

ムを H29 年度に開発し、H30 年度は試行、H31・

R1 年度には実用化する計画を立てた。また、わ

が国では分子型別法データと疫学情報との統合

が困難となっているため、分子型別法の結果と疫

学情報を効率良く簡便に統合するシステムも合

わせて開発することとした。 

 

B. 研究方法 

分担研究の研究方法の詳細は各分担報告書に詳

述されている。 

 

MLVA 法の検証: MLVA 法の対象を広げるための新

規プライマーセット (MLVA43)を利用して、EHEC 

O103, 0121,0145, 0165, 091 を解析し、解像度

Simpson’s 多様性指数(SDI)を求めた。 

 

C. 研究結果 

(1) MLVA43法を用いた高精度解析系の開発 

EHEC O157, O26, O111 用に利用している 17 遺伝

子座を用いた MLVA17法と新規に設定した 26遺伝



 

2 

 

子座を加えた MLVA43 法を比較した。MLVA17 の解

析結果と比較して、血清群特異的な MLVA 型が得

られることが示唆された。また、同一血清群は１

あるいは 2のクラスターに収束し、それぞれのク

ラスター内の多様性も認められ、良好な MLVA 法

が作成されたことが示唆された。各血清群の解析

株数と MLVA 型数、および多様性指数を表１に示

した。全ての血清群の解析において MLVA43 法で

見出された型数は、MLVA17法で見出された型数よ

り多かった。さらに、多様性指数もより高い値を

示した。121 および O145 を対象にした MLVA17 法

は多様性指数が 0.9を下回っていたが、これらの

血清群に対しても MLVA43 法は 0.9 以上の多様性

指数を示した。 

 

2019 年に国立感染症研究所に分子型別解析依頼

があった、腸管出血性大腸菌 2863株のうち、O103, 

O121, O145, O165, O91 が 426 株存在した (O103

株 = 206 株、O121 株 = 81 株、O145 株 = 93 株、

O165 株 = 4 株、O91 株 = 42 株)。MLVA43 法によ

り、各血清群の菌株に対する多様性指数は EHEC 

O103 = 0.878, 0121 = 0.936, O145 = 0.830, O165 

= 0.750, O91 = 0.971 であった（表 1）。2018 年

分離株を用いた解像度の解析と比較して O145 分

離株の解像度が低下したが、これは８月下旬から

９月上旬にかけて東海地方を中心に集積した

19m6006 型 (34 株)によって、見かけ上の解像度

の低下と考えられた。 

感染研に MLVA43依頼があった EHEC菌株の分離日

から感染県受領までの日数を図１に示した。迅速

な解析が可能な MLVA 法であるが、感染研が菌株

を受領するまでの日数が 2週間以内に受領される

菌株は 17.7%、4 週間以内のものでも半数にみた

ない(43.3%)。 

 感染研に EHEC分離株の MLVA43を依頼した施設

は 94施設であった。一方で、EHEC O157/O26/0111

用の解析手法である MLVA17 法を実施する地方衛

生研究所(計 27 機関) が増加し、2018 年（13 機

関) と比較すると倍増した。2018 年より MLVA デ

ータに基づいた MLVA 型名の付与は感染研で実施

し、地方自治体、厚労省と共有されるようになっ

た。2019年は O157/O26/O111、計 650株のデータ

の型名付けが感染研でなされた。分離日からデー

タ受領までの日数が４週間以内であったものが

約７割であった(69.8%)。2 週間以内に MLVA デー

タを受付し MLVA 型が共有された菌株数は 36.6%

を占めた。施設毎で感染研へデータを送付するま

での日数は異なることが示された。各施設におい

て菌株を病院・検査会社から入手するまでの手

順・時間が異なることによって、MLVA解析データ

の共有にかかる時間が影響されているのかもし

れない。 

 

林による分担研究では 

１．ゲノム情報の取得と系統解析 

２．系統解析 

３．IS 検索と標的 IS の決定 

４．標的部位の選定と開発パイプラインの構築 

５．IS-P_O121 プロトタイプの作成と検証及び開

発パイプライン等の改良 

６．IS-P_O121 と IS-P_O103 最終版の作成 

の各項目で結果が得られた。詳細は、分担報告書

を参照されたい。 

 

大岡による分担研究では 

1)  O111 IS-P 法プロトタイプの作製 

2) O111 IS-P 法プロトタイプによる菌株識別解像

度の検証 

3) 非特異増幅プライマーの同定 

4) O111 IS-P 法プロトタイプからの菌株識別解

像度の低いプライマーの除去 

5) 206 株における IS629 挿入部位の網羅的抽出 

6) 菌株識別解像度向上に向けた新規 IS629 挿入

部位の検討 

7) O111 IS-P 法プロトタイプからのプライマー

選別および改良 

8) PCR および泳動条件の再至適化 

9) PCR コントロール DNA の作製 

10) 協力機関におけるプライマーセットおよびコ

ントロール DNA の検討 

11) マイクロチップ電気泳動 MultiNA を用いた機

関 B による検討 

の各項目で結果が得られた。詳細は、分担報告書

を参照されたい。 

 

 

鈴木による分担研究では 

non-O157の腸管出血性大腸菌（EHEC）の迅速・

簡易な分子疫学解析法として PCR based ORF 

typing（POT）法改良の検討を行った。愛知県衛

生研究所保有株および感染症研究所提供株 DNA

を使った検討、並びに全国 14 カ所の地方衛生研

究所にプライマー、Taq ポリメラーゼ、陽性コン

トロール DNA を送付し、各地方衛生研究所にお

ける保存株を用いた EHEC-POT 法の評価を行っ

た。各血系群における解像度は表 S 1 に示した。 

 

表 S 1 各血清型における菌株識別能力 

（同一事例由来株を除く） 

血清型 株数 POT 型数 D index 

O26 44 36 0.992 
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O91 31 21 0.968 

O103 102 58 0.983 

O111 27 26 0.997 

O121 58 11 0.702 

O145 79 40 0.961 

O157 202 66 0.957 

O165 35 25 0.978 

その他 40 35 0.993 

 

 

 

砂川による分担研究では、 

(1) MLVAデータとNESIDデータの連携と統合デー

タの活用に関する検討 

(2) NESID データに基づく広域事例疑いの早期探

知に関する検討 

(3) 実際の事例への対応について 

(4) 海外における食中毒調査に関する疫学・病原

体情報の連携に関する情報収集 

について成果が得られた。詳細は分担報告書を

参照されたい。 

菌株情報と疫学情報との連携が疑い事例発生

初期に難しい現状があったが、感染研に送付され

る菌株の 77%程度に NESID 番号が付加されるよう

になったこと、更に付加されない場合においても、

本研究で作成した突合プログラムで約 66％にお

いて NESID情報を参照できるような状況になった。 

早期探知に関してもアラートレベルを設定し、

2019年において試行したところ、レベル 3以上の

4 回の事例を見出し、厚生労働省（食品監視安全

課及び結核感染症課）への情報提供を実際に行う

ことが出来た。 

 

 

D. 考察 
 

O 抗原の多様性からもわかるように腸管出血性大

腸菌は多様な菌株集団である。腸管出血性大腸菌

感染症の感染源調査、集団事例の原因究明を積み

重ねることで、リスク軽減をはかることが重要で

ある。しかしながら、これらの調査を迅速に進め

るためには、情報の解析手法を迅速化すること、

さらに菌株の同一性を迅速に明らかにすること

が重要である。本研究においては、分子型別法の

改善・開発と疫学情報の利用法についての開発に

着手した。 

 

広域に跨る集団事例の場合においては、それぞれ

の自治体においては散発例として認識されてし

まい、積極的な疫学調査を開始する判断が難しい

場合が多い。そのため、全国のデータが集約され

ている既存の発生動向調査のデータを迅速に処

理し、事例の異常集積を把握することを目指した。 

砂川らの処理手法により 2019 年においては、広

域事例の疑いとして厚生労働省への情報提供を 4

回実施し、複数の自治体に対する喫食状況調査等

の早期の実施に結びつけることができた。なお、

2019 年に用いたアラート閾値（図 1）は 2018 年

実績に基づく暫定的なものである。感度、特異度、

発生頻度等のバランスを考慮しつつ、より迅速に

探知するための閾値設定の再検討を行う必要が

ある。また、迅速探知により早められた調査開始

を汚染源の同定につなげるための全体のスキー

ムについて、関係機関との調整を含めた検討を行

うことも今後の課題である。 

 

多様な腸管出血性大腸菌のそれぞれを的確に、

かつ迅速に解析する手法の開発を検討した。各自

治体の検査施設のキャパシティに応じて利用で

きるスクリーニング目的としての迅速解析法を

複数開発し、応用可能な状態にすることが重要と

考えた。一つには、EHEC O157 用に当初開発され

た IS-printing (IS-P)法の適用拡大を目指した。

EHEC O121, O103, O111 に関して、実用化可能

な系の開発に成功した。IS-printing 法はゲノム情

報を有効に活用し、迅速な解析手法として開発さ

れた経緯がある。系の開発には、試行錯誤が必要

であった。しかしながら、本研究において、プロ

タイプの開発経緯において、ISMapper を用いた

IS 検索の結果を基に、最も解像度の高い標的部

位の決定を行うパイプラインを構築できたこ

とは、この研究での重要な技術的側面である。

しかし、プロタイプの開発と検証を行う中で、

ISMapper の予測精度に問題があることが判明

し、独自に IShunter（仮称）プログラムを開発し

た。このプログラムを組み込んで改良した IS-P 開

発パイプラインは一定の精度を維持したまま大

部分の作業をオートメーション化しているため、

他の菌での IS-P システムの開発への応用が容易

である。また、IShunter プログラムは、IS-P シス

テムの開発だけでなく、他の IS 関連研究にも貢献

すると期待される。 

さらに、PCR-based ORF typing, POT 法の改

良とその検証を行った。O157、O121 を除き多様

な血清型の EHEC を EHEC-POT 法を用いてタ

イピングすることができた。EHEC-POT 法は特

定の血清型に特化せず、多くの EHEC 分離株に
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適用することができると考えられる。 

その一方、O157 及び O121 による分子疫学調

査はできないと考えられた。この研究では O157

を対象血清としなかったため菌株識別能の確保

が十分に行われていない。O157 に関しては

MLVA や IS-printing が普及しているため、新た

な手法の必要性は低いと考えられる。O121 につ

いてはきわめて多様性の少ないグループであり、

POT 法の原理では十分な菌株識別能を実現する

ことはできないと考えられた。MLVA 等、POT

法以外の手法でタイピングする必要がある。 

 

また高精度の菌株識別能力を持つ MLVA 法の

適用を拡大するために、解析部位を増やした

MLVA43 法を開発し、実用化が実現している。こ

れらの手法の各自治体での実践的な利用のため

には、陽性コントロールの配付、研修、適切な内

部精度管理手法の提供が必要である。今後、本研

究で遂行された実績を利用して、各自治体での利

用を促すことを進めて行くことで、迅速な調査・

解析が期待される。 

 

 

E. 結論 

 IS-P_O121、IS-P_O111 のプロトタイプの各地

の地衛研で検証結果等を基に、問題点の抽出がな

された。IS-P_O121, IS-P_O103 に関しては、開発

用パイプラインを改善し、最終的な解析系の開発

が完了した。また、IS-P_O103 においても系が確

立された。EHEC-POT 法の開発も完了し、O121

と O157 を除くほとんど全ての血清型の EHEC

を、実用上問題の無い菌株識別能力で、汎用的に

分子疫学解析できることが示唆された。全国の地

方衛生研究所で実施可能としていくことで、マイ

ナーな血清型の EHEC 感染症監視に貢献できる

と期待される。 

MLVA43 法および IS-P と POT 法との組み合わせ

において様々な施設で解析が可能となり、NESID

データを用いた広域散発事例の早期探知と組み

合わせることで、広域集団事例の発生時にも迅速

な対応の準備が完了したと考えられる。今後、こ

れらの解析手法の普及に努めていく必要がある。 
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図１ 新規開発 MLVA43(MLVA17+26)と既存法 MLVA17との比較 

 ２つの MLVA法で O103, O121, O145, O165, O91 株を解析し比較した。解析結果は MST 法で描画した。丸が

それぞれの菌株が示す MLVA型で、同一の MLVA型の場合は１つの円が分割して表示した。血清群ごとに色分け

されている。異なる MLVA型との関連は、線の太さと長さで示している 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 表１ 各血清群の MLVA17および MLVA43の解像度の比較 

 

 

 

  型数 多様性指数 

 株数 MLVA17 MLVA43 MLVA17 MLVA43 

O103 159 55 66 0.945 0.959 

O121 58 24 34 0.857 0.912 

O145 52 14 23 0.787 0.913 

O165 37 27 33 0.983 0.994 

O91 43 33 38 0.982 0.993 
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別紙 3 

厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

平成 29年度-令和元年度 分担研究報告書 

 

食品由来が疑われる有症事案に係る調査（食中毒調査）の迅速化・高度化に関する研究 

分担課題 EHEC O103, O121に対する IS-P法の開発に関する研究 

 

 研究分担者 林 哲也 （九州大学・大学院医学研究院・教授） 

      

 

研究要旨  

 IS-printing (IS-P) 法は、我々が独自にゲノム情報を利用して開発した迅速かつ簡便な

菌株識別手法である。本法は、施設間での比較が容易なデータを迅速に得られるため、

スクリーニング法として各地の地方衛生研究所（地衛研）で広く使用されている。しか

し、O157 と O26 のみに適用可能であったため、本研究では、O121 用及び O103 用の IS-P

法（IS-P_O121 と IS-P_O103）の開発を行った。まず、近年の分離株のゲノム配列を取

得し、全ゲノム SNP を用いた高精度系統解析により各血清型の集団構造を明らかにし、

主要系統などを同定した。また、参照ゲノムの解析から主要 IS を同定し、標的 IS とし

て決定した(O121 では IS600と IS629、O103 では IS629)。さらに、最も解像度の高い標

的部位を効率的に選抜できる開発パイプラインを構築し、これを用いて IS-P_O121 の標

的部位を決定し、プロトタイプを作成した。この IS-P_O121 プロトタイプを各地の地衛

研に配布して現場での試用を行い、その結果等を踏まえて、開発パイプラインを改良し

た（IS 挿入状況を高精度に判定することのできるプログラムの新規開発を含む）。最終

的には、分離解像度を向上するために、プロトタイプでの 15 部位を標的とする 1 チュ

ーブのマルチプレックス PCR システムから、26 部位を標的とする 2 チューブのマルチ

プレックス PCR のシステムに変更し、改良した解析パイプラインによってそれぞれ 26

箇所の標的部位を選定した。プライマーセットの作成等は終了し、最終的な反応条件等

の最適化と陽性コントロールの追加作成の作業が残っているが、当初の目的である

IS-P_O121 と IS-P_O103 がほぼ完成できたといえる。 

 

 

A. 研究目的 

 EHEC 感染症の事例調査のために各種の分子型

別法が開発され、目的に応じて複数の方法が組み

合わせて利用されている。IS-printing (IS-P) 法は、

我々の研究室が独自に開発したゲノム情報を利

用した簡便な菌株識別手法である。本法は、解像

度は低いものの極めて迅速に施設間等での比較

が容易なデータが得られるため、スクリーニング

法として各地の地方衛生研究所（地衛研）で広く

使用されている。また、MLVA 法との組み合わせ

によって、より高精度な分子型別が可能である。

しかし、O157 と O26 のみに IS-P 法は適用可能で

あったため、対象を拡大することが望まれていた。

そこで本分担研究では、O157 用と O26 用 IS-P 法

の開発経験を活かして、EHEC O121 用および

EHEC O103 用の IS-P 法（以下、IS-P_O121 と

IS-P_O103）の開発を行った。 

 

B. 研究方法 

１．ゲノム情報の取得 

国立感染症研究所（感染研）から O103 と O121

分離株の供与を受け、ゲノム情報を取得した。ゲ

ノム配列の決定には、イルミナシーケンサと

Platanus アッセンブラを用いた。クオリティ検定

は、scaffold の総長(>5 Mb)と CheckM 解析によ

る completeness（>95％）に基づいて行った。完

全長配列の決定には、ナノポア社の MinION を用

いた long read sequencing と Unicycler を用いたイ

ルミナ配列との hybrid assembly を使用した。 

２．系統解析 

各血清型で完全長配列が決定されている株の配

列を参照配列として、各株において全ゲノムレベ

ルで SNP を同定した。この情報を基に RAxML

を用いて最尤法による高精度系統解析を行った。 

３．IS 検索と標的 IS の決定 

IS-P 標的候補の検索を行うため、両血清型の参照

ゲノムに含まれる IS の種類、コピー数、ゲノム挿

入部位を、ISFinder による検索とその検索結果の

個別解析により決定した。また、上記で取得した

ゲノム情報と ISMapper を使って、主要 IS の各菌

株での分布を解析するとともに、参照ゲノムには
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存在しない IS 挿入部位を検索した。 

４．標的部位の選定と開発パイプラインの構築 

ISMapper を用いて O121 の参照ゲノムと解析対

象株 83 株の解析を行い、ISMapper による IS 検

出の精度と in silico での解像度を検討した。また、

ISMapper の予測結果を基づいて最も解像度の高

い組み合わせを選択できる開発パイプラインを

構築した。 

５．IS-P_O121 プロトタイプの作成と検証と検証

及び開発パイプライン等の改良 

上記の開発パイプラインを利用して、IS-P_O121

のプロトタイプを構築し、プライマーセット、プ

ロトコル、陽性コントロールを作成した。酵素、

プライマー濃度等に関する至適条件の検討を行

った後、19 の地衛研に配布し、実際の菌株を対象

とした検証を依頼した。その結果を基に、開発パ

イプラインの改良（IS 挿入状況解析プログラムの

新規開発を含む）や標的部位数の変更含む種々の

改良作業を行なった。 

６．IS-P_O121 と IS-P_O103 最終版の作成 

IS-P_O121 プロタイプの検証結果と開発パイプラ

インの変更等を踏まえて、標的部位の数の変更と

解像度検定用菌株の変更を行った。そのうえで、

改良した開発パイプラインを用いて IS-P_O121 と

IS-P_O103 の最終版を作成した。 

 

 （倫理面への配慮） 

 本分担研究では、分離菌株とそのゲノム情報の

みを扱うため、特別な倫理面での配慮は必要とし

ない。 

 

C. 研究結果 

１．ゲノム情報の取得と系統解析 

（1）本研究開始時点では、O121 のゲノム情報は

我々と感染研の共同研究によって蓄積できてい

たが（76 株）、O103 のゲノム情報は蓄積できてい

なかった。そこで、感染研が収集した EHEC 分離

株の中から約 100株のO103を選択し（2007〜2017

年の国内分離株、2014 年以降が中心）、その中か

ら、開発基盤となる 73 株のゲノム情報を取得し

た。また、29 株の O103 を各地の地衛研から収集

し、ゲノム配列を取得した。本データは、最終的

な IS-P データの検証用に使用する予定である。

O121 についても、本研究では最近の分離株のゲ

ノム情報が使うべきであると判断し、近年分離さ

れた 85 株（2011〜2016 年の分離株）のゲノム情

報を取得した。 

（2）解析の基準となる株の完全長配列（参照ゲ

ノム）に関しては、O103 については 2009 年に我々

が決定しており、O121 についても未発表ではあ

るが既に我々が決定していた（O121 51104 株：西

田、他、未発表)。しかし、次項に記載する高精

度系統解析の結果から、O103 における IS 検索に

は複数の系統の完全長配列が必要と判断し、主要

3 系統から 1 株ずつを選択し、l 完全長配列を新た

に決定した。 

２．系統解析 

IS-P 標的候補の検索等を行う前段階として、菌株

の偏り（特定の亜系統への集中など）の有無を検

討するために、全ゲノム配列に基づく高精度系統

解析を行った。 

（1）O121 については、ゲノム配列を取得した 85

株のうち、配列精度に問題のあった 2 株を除く 83

株の全ゲノム SNP を用いた系統解析の結果、83

株が大きく 2 つの系統に分かれることが判明した。

主系統には 79 株が含まれ、マイナー系統には 4

株が含まれたが、どちらの系統の中にも地理的な

偏り（分離地域の偏り）がないことを確認した。 

（2）O103 についても、73 株の全ゲノム SNP を

用いた系統解析を行った結果、複数の系統が存在

すること、また以前に我々が完全長配列を決定し

た株（参照ゲノム株）は、マイナー系統に属する

ことが判明した。この結果に対応するため、前項

に記載したように、主要な 3 系統から 1 株ずつを

選択し、完全長配列を取得した。 

３．IS 検索と標的 IS の決定 

（1）O121 については、参照ゲノムの解析から、

21 種類（111 コピー）の IS を同定し、IS600と

IS629 が主要な IS であることが判明した（28 コ

ピーと 21 コピー）。このうち、プロファージと

プロファージ様 Integrative element 及びプラス

ミドに挿入されているものは、それぞれ 24 コ

ピーと 15 コピーであった。また、今回同定し

た 21 種類の IS のうち 4 種類（ISO121-1〜

ISO121-4）は、既知の IS と 95％以下の相同性

を示すため、新規の IS であると考えられた。以

上の解析から、O121 では IS600 と IS629 を標的

IS として決定した。 

（2）O103 については、参照ゲノムの解析から、

27 種類（93 コピー）の IS を同定し、IS629 が

主要な IS であることを明らかにした（31 コピ

ー）。このうち、プラスミドに挿入されている

ものは、それぞれ 9 コピーであった。また、今

回同定した 27種類の ISのうち 2種類（ISO103-1

と ISO103-2）は、新規の IS であると考えられ

る。この結果から、O103 では IS629 を標的 IS と

することとした。新たに完全長配列を取得した 3

株についても、ISFinder を用いて IS の種類、コピ

ー数、ゲノム挿入部位を検討し、IS629 が主要 IS

であることを確認した。 

４．標的部位の選定と開発パイプラインの構築 
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（1）O121 の参照ゲノムの ISMapper を用いたた

解析では、参照ゲノム上に存在する 28 コピー

の IS600 のうち、7 コピーは近傍に繰り返し配

列等が存在するに検出できなかったが、21 コピ

ーは ISMapper で検出でき、十分な精度がある

と判断した。さらに、ISMapper を用いた 83 株

の検索により、IS600 の分布状況によって 83 株

は 65 パターンに型別され、参照配列上に存在

しない 6 箇所の IS600 挿入部位も同定された。

IS629 に関する同様の解析でも、参照ゲノム上

に存在する 21 コピーのうち 18 コピーが

ISMapper で検出でき、IS629 の分布状況によっ

て 83 株は 74 パターンに型別され、参照配列上

に存在しない 5 箇所の挿入の存在も同定された。

さらに、IS600 と IS629 の分布状況を合わせて用

いると、83 株が 79 パターンに分類された。 

これらの結果から、IS-P_O121 と IS-P_O103 の

開発においては、ISMapper の予測結果を基に、

標的部位の選定をすすめることとした。なお、

83 株の O121 のうち、マイナー系統に属する 4 株

には IS600 と IS629 は少数のコピーしか存在しな

いことが明らかとなり、IS-P_O121 の対象として

は考慮しないこととした。 

（2）O121 の主系統に属する 79 株における

ISMapper を用いた IS600 と IS629 の分布・局在情

報を基に、挿入部位近傍の配列を解析し、近傍に

IS の存在する IS コピーを同定した。これらを標

的候補部位から除外した後、IS600 と IS629 挿入

部位を上流下流に分けて4セットの IS挿入部位デ

ータセットを作成した。さらに、各セットのクラ

スタリング解析を行い、最も解像度の高い組み合

わせを選択できる開発パイプラインを構築した。 

５．IS-P_O121 プロトタイプの作成と検証及び開

発パイプライン等の改良 

（1）O121 と O103 の IS-P 法としては、15 部位を

標的とする1チューブのマルチプレックスPCRの

システムとすることに決定した。 

（2）O121 において、上記のパイプラインを用い

て、15 箇所の IS600 または IS629 の挿入部位を標

的部位として決定した。この際、プラスミド及び

同じプロファージ（別研究の解析で保存性が高い

ことが判明している Stx2 ファージを除く）からは

できる限り１箇所のみを選択することにより、プ

ラスミドやプロファージの脱落による影響を抑

える工夫をした。 

（3）決定した 15 箇所の標的部位を標的としたマ

ルチプレックス PCR 用のプライマーを作成し、使

用する酵素の種類やプライマー濃度等に関して

条件検討を行い、PCR 条件の至適化を行った。 

（4）上記の 15 標的部位が 1 株のゲノム上には存

在しないため、特定の株を陽性コントロールとし

て使用することができないことが判明した。そこ

で、標的となる 15 領域を pUC プラスミドにクロ

ーニングし、配布用陽性コントロールを作成した。 

（5）IS-P_O121 プロトタイプ（15 箇所の IS-P 標

的部位に対するプライマーセット、プロトコル、

陽性コントロール）を、近年 O121 が分離された

地衛研に配布し、実際の現場での検証を依頼した。

19 の地衛研から協力を得られ、97 事例（154 株）

の結果を得ることができた。その結果およびプロ

トタイプの作成に使用した 79 株を使った実際の

PCR の解析から、以下の知見が得られた。 

i）判定ができなかった事例：  

5 事例（7 株）ではバンドが得られなかった。こ

れまでの解析で、O121 のマイナー系統に属する

株には IS600 と IS629 が存在しないことから、こ

れらの株はマイナー系統に属する可能性が高い

と判断した。 

ii）集団感染事例における検証結果: 残りの 92 事

例のうち、31 事例が集団感染事例であり、そのう

ち 16 事例については事例内でバンドパターンが

一致した。残りの事例では同一事例内でバンドパ

ターンが一致せず、特に 7 事例では、15 箇所の標

的部位のうち特定の 1 箇所の判定結果が異なるこ

とが不一致の原因であった。この部位については、

培養中に挿入されている IS が脱落することが

我々の別研究で確認され、IS-P の標的部位として

は不適切と判定した。 

iii）解像度: 各地衛研で解析された 92 事例での

IS-P による分離パターンは 62 パターンであり、

想定よりもやや低い分離解像度であった。また、

IS-P_O121のプロトタイプの作成に使用した79株

から抽出した DNA を使って実際の PCR で判定を

行い、標的部の選定に利用した ISMapper の結果

と比較したところ、結果が異なる挿入部位を多数

認め、ISMapper の判定精度に問題があることが判

明した。 

iv）泳動結果の判定: 非特異バンドのためにバン

ドパターンの判定で問題が生じた例が多数報告

された。これは、IS-P_O121 では IS600 と IS629

を 1 チューブで同時に反応させていることが影響

していると考えられた。また、バンドが非常に薄

くなる標的部位があることや、バンドの間隔が狭

いために判定が難しく例も確認された。 

（6）ISMapper の判定精度には問題があることが

判明したため、類似のプログラムである ISseeker

を用いてみたが、ISMapper と同様かそれ以下の結

果であった。そこで、東京工業大・伊藤研究室と

共同で、新たな IS 挿入状況解析プログラムとして

IShunter（仮称）を開発した。ISMapper、IShunter、

PCR の結果を比較して精度評価を行ったところ、
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IShunter は ISMapper と比べて偽陽性・偽陰性判定

が少なく、IS-P 開発に適していることが確認でき

たため、標的部位選定に使用するプログラムを

IShunter に変更した。また、これに応じて開発パ

イプラインを変更した 

（7）O103 についても、ISMapper を使った開発パ

イプラインを用いて、15 箇所の IS-P 標的部位を

決定し、 IS-P_O121 プロトタイプと同様の

IS-P_O121 プロトタイプを作成した（プライマー

と陽性コントロールの作成、反応条件の至適化）。 

しかし、IS-P_O121 プロトタイプの検証から上記

のような問題点が浮かび上がり、種々の改善を行

う必要が明らかとなったため、プロトタイプの検

証作業は中止し、最終版の作成に進むこととした。 

６．IS-P_O121 と IS-P_O103 最終版の作成 

（1）IS-P_O121 プロタイプの検証結果と開発パイ

プラインの変更を踏まえて、O121 において、改

めて 15 箇所の挿入部位を選定したところ、十分

な分離解像度を得ることができないことが判明

した。そこで、分離解像度を向上させるために標

的部位の数を増やすこととした。また、プロトタ

イプ検証で明らかとなった非特異バンドの出現

やバンド間隔の狭さの問題点も踏まえて、

IS-P_O121 では IS600 と IS629 の標的部位をそれ

ぞれ 13 箇所ずつ選定し、別々のチューブで反応

を行うことに変更した。IS-P_O103 に関しても、

IS629 の標的部位を 26 箇所選定し、2 チューブで

13 箇所ずつを解析するように変更した。 

（2）O121 については主要系統に含まれる 79 株、

O103については 73株を使用して IS-Pシステムの

開発を進めていたが、系統解析の結果から、SNP

距離が非常に小さい株（非常に近縁の株）が複数

含まれていることが判明した。これらの株では IS

の挿入状況も類似していると推定されるため、解

像度の判定に影響を及ぼす。そこで、SNP 距離が

10 以下となる株をクラスタリングし、同一クラス

タから一株だけを代表株として使用することと

した。その結果、O121 では 61 株を、O103 では

63 株を検定に使用することとした。 

（3）IS-P_O121 最終版の開発に関しては、改良し

た開発用パイプラインを用いて、IS600 の 13 箇所

と IS629 の 13 箇所を選定した。選定した挿入部位

を使用すると、in silico の検定では、61 株を 54 パ

ターンに分離できる。選定した標的部位について、

それぞれ 1 チューブずつで判定するマルチプレッ

クス PCR 用のプライマーセットを作成した。作成

したプライマーミックスを用いて実サンプルを

用いたマルチプレックス PCR を実施し、バンドの

増幅具合やバンド間隔などを検討した。その結果

をもとに、さらにプライマーの変更を行い、最終

版を作成した。現在、変更したプライマーに対す

る陽性コントロールの作成のみを残す状況とな

っている。 

（4）IS-P_O103 最終版の開発に関しても、改良し

た開発用パイプラインを用いて、IS629 の 26 箇所

を選定した。選定した挿入部位について、13 箇所

ずつ判定を行う 2 チューブでのマルチプレックス

PCR 用のプライマーセットを作成した。作成した

プライマーミックスを用いて実サンプルを用い

たマルチプレックス PCR を実施し、バンドの増幅

具合やバンド間隔などを確認したところ、26 箇所

のうち 2 箇所が判定には不適であることが判明し

た。そこで改めて他の挿入部位から 2 箇所を選定

し直し、最終的なプライマーセットを作成した。

このセットの in silico の検定では、63 株を 41 パ

ターンに分離できる。現在、変更した標的部位に

対する陽性コントロールの作成のみを残す状況

になっている。 

 

D. 考察 

 O121 のゲノム情報の取得に関しては、先行研

究で取得済みであった国内分離株の分離年が古

く、本研究では最近の分離株のゲノム情報が使う

べきであると判断し、当初予定を変更し、2011〜

2016 年の分離株 85 株のゲノム情報を取得した。

O103 に関しても 102 株の情報を取得でき、さら

に 3 株については完全長配列を決定した。これら

のゲノム情報、また、取得したゲノム情報を用い

た高精度系統解析から明らかになった両血清型

の集団構造は、IS-P 法の開発にとって重要な知見

であるが、O121 と O103 に関する様々な研究を進

める上でも、重要な情報基盤となる。特に、O121

において主系統と異なる系統が見出されたこと

は、予想外の発見である。このマイナー系統に属

する株は、IS600 と IS629は検出できず、主要系

統との遺伝的距離も、O157:H7 と O55:H7 との

距離とほぼ同じレベルであることから、メジャ

ー系統とは系統的に大きく離れた O121 系統で

あると考えられる。この系統の O121 株にも志

賀毒素遺伝子やその他のEHEC病原遺伝子が存

在することは確認している。従って、この系統

は IS600 と IS629 を用いた IS-P 法の適応外とな

るが、有症患者から分離されていることから、今

後の分離動向については注意が必要である。 

 両血清型の参照株における IS の詳細な解析か

ら、O121 では IS600 と IS629 が、O103 では IS629

が主要な IS であることを明らかとなり、この結

果を基に、これらの IS を IS-P_O121 と IS-P_103

の標的 ISとしたが、この解析から得られた IS に

関する知見も、6 種類の新規 IS を同定したこと

を含め、細菌学的には重要な研究成果である。 
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プロタイプの作成を行う中で、ISMapper を用い

た IS 検索の結果を基に、最も解像度の高い標的

部位の決定を行うパイプラインを構築できた

ことは、この研究での重要な技術的側面である。

しかし、プロタイプの開発と検証を行う中で、

ISMapper の予測精度に問題があることが判明

し、独自に IShunter（仮称）プログラムを開発し

た。このプログラムを組み込んで改良した IS-P 開

発パイプラインは一定の精度を維持したまま大

部分の作業をオートメーション化しているため、

他の菌での IS-P システムの開発への応用が容易

である。また、IShunter プログラムは、IS-P シス

テムの開発だけでなく、他の IS 関連研究にも貢献

すると期待される。 

 プロタイプの検証結果等を受けて、当初に決定

した方針（15 部位を標的とする 1 チューブのマル

チプレックス PCR の作成）を変更し、最終的な

IS-P としては、26 部位を標的とした 2 チューブの

解析系とした。現場での作業の煩雑性やコストを

考えると 1 チューブのシステムの方が良いことは

確かである。しかし、解像度の問題を考慮すると、

この変更は妥当ではあると考えている。 

 重症合併症を併発する EHEC 食中毒では，集団

感染事例を迅速に検出し、原因や感染経路を特定

することが重要であるが、原因や感染経路等が判

明しないケースも多い。本研究で作成した

IS-P_O103 や IS-P_O121 は、他の分子疫学解析手

法や疫学情報と効果的に統合することによって、

国内で相当数の患者発生があるにもかかわらず

迅速型別手法が開発されていない O103 EHEC と

O121 EHEC による食中毒調査の迅速化、高度化、

効率化に貢献でき、結果として、より多くのケー

スで原因を明らかにすることで、より適切な食品

の取り扱い方法の提案、問題点の抽出が可能とな

り、より安全な食品の提供につながると期待され

る。また、本研究の開発戦略は、他の EHEC や腸

管病原菌に対する対策や効率的調査法の開発に

も利用できると考えられる。 

 

E. 結論 

 O121 に関しては、2011〜2016 年に分離された

83 株のゲノム配列を取得し、全ゲノム SNP を用

いた高精度系統解析を行った結果、これまでに報

告のない新規の O121 亜系統を同定した。また、

参照ゲノムの解析から、IS600 と IS629 が主要な

IS であることを明らかにし、この 2 つを標的と

して決定した。O103 に関しては、2007〜2017 年

の国内分離株 102 株のゲノム情報を取得し、3 株

については完全長配列を決定した。参照ゲノムの

解析では、IS629 が主要な IS であることを明ら

かにし、これを標的 IS とすることとした。 

IS 挿入部位検索プログラムを用いた IS 検索の

結果を基づいて最も解像度の高い標的部位の

決定を行う開発パイプラインを構築し、これを

用いて、IS-P_O121 プロトタイプを作成し、各地

の地衛研で検証を行った。この結果等を基に、開

発用パイプラインを改善し（独自の IS 挿入部位

検索プログラムの開発を含む）、これを用いて最

終的な IS-P システムを作成した。作成した

IS-P_O121 と IS-P_O103 は、いずれも、26 部位を

標的とした2チューブのマルチプレックスPCRで

ある。現在、一部の陽性コントロールの作成が残

っているが、作成が完了次第、各地の地衛研へ配

布できる状況となり、本開発研究の目標である

IS-P_O121 と IS-P_O103 はほぼ完成できたといえ

る。 

 

F. 健康危険情報 

（分担研究報告書には記入せずに、総括 
研究報告書にまとめて記入） 
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2018年11月8〜9日、東京 
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EHEC 用 IS-printing systemの開発に向けた ISの網
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5）EHEC O121:H19 の継代培養中に生じる乳糖分

解性の変化に関わる遺伝的メカニズムの解明,中

村佳司，谷口愛樹，西田留梨子，後藤恭宏，小椋

義俊， 林 哲也, 第 93回日本細菌学会総会, 2020
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6）谷口愛樹、中村佳司、伊豫田淳、大西真、大
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食品由来が疑われる有症事案に係る調査（食中毒調査）の迅速化・高度化に関する研究 

分担課題 腸管出血性大腸菌 O111に対する IS-printing法の開発に関する研究 

 

 研究分担者 大岡 唯祐（鹿児島大学 大学院医歯学総合研究科・微生物学・講師） 
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  江藤 良樹（福岡県保健環境研究所・専門研究員） 

      

 

研究要旨  

腸管出血性大腸菌（EHEC）感染症は、溶血性尿毒症症候群や脳症などの重症合併症

を発症するリスクの高い感染症であり、多数の集団感染事例を含めて毎年 3,500-4,000例

の報告されている。これまで様々な行政対応がなされてきたものの、原因や感染経路等

が判明しないケースも多数存在する。毎年報告される血清型は O157 が中心であり、次

いで O26, O103, O111などの報告数が多いが、それ以外の血清型も増加している。我々

はこれまでに EHEC O157 ゲノムにおいて挿入配列 IS629の局在が株間で多様である点

を利用し、簡便迅速菌株識別システムとして、検査現場での利用も可能な O157 IS-

printing 法を開発してきた。本研究では、そのシステムを応用して、EHEC O111につい

て IS-printing 法（O111 IS-P 法）を開発することを目指した。参照株である 11128 株の

IS629挿入部位を標的として O111 IS-P 法プロトタイプを作製し、600株のドラフトゲノ

ムデータを基に改良して最終的なプライマーセット（FS, RS ver.2 の 2 セット）を構築

した。また、各標的領域の PCR 産物をプラスミドへクローニングし、PCR の陽性コン

トロール DNA として作製した。協力機関において、分離株および集団感染事例由来株

を用いた検討を実施し、検査現場での実用化に向けた改良を行った。 

 

 

A. 研究目的 

生死に関わる重症合併症を発症するリスクの

高い EHEC による食中毒調査において，様々な

集団感染事例を特定し、その原因を明確にする

ことで、様々な衛生規範、基準の作成、改訂につ

ながってきた。しかしながら、EHEC感染症の報

告数は 3,500-4,000例と依然として多数にのぼり、

血清型も O157 が中心となるものの、O26, O103, 

O111などの報告数も多く、また近年それ以外の

血清型も増加しており、原因や感染経路等が判

明しないケースが多数ある。EHEC 感染症の事

例調査のために、これまで各種分子型別法が開

発され、複数の方法を組み合わせて目的に応じ

て使い分けているが、中でも、解像度は低いもの

の極めて迅速に比較的容易なデータが得られる

スクリーニング法である IS-printing法（IS-P法）

と多検体処理が容易な高解像度解析法である

MLVA 法との組み合わせが最も効果的とされて

いる。しかしながら、IS-P 法は O157 と O26 の

みに適用可能であり、分離頻度の比較的高い

O111や O103についてはまだ存在しない。 

本研究では、O111 について、菌株識別解像度

の高い IS-P法を開発し、臨床検査の現場で安定

した結果が得られるように反応系の最適化を行

うことを最終目標とする。 

 

 

B. 研究方法 

完全長配列が決定している O111:H- 11128株の

ゲノム情報および平成 27-29年度 感染症実用化

研究事業「ゲノム解析に資する下痢原性細菌感

染症サーベイランスの強化及びゲノム解析を利

用した迅速診断法の開発に向けた研究（感染研・

伊豫田淳代表）」で取得された O111 約 600 株の

ドラフトゲノム情報（イルミナ MiSeq データ）

を利用し、以下の流れで行った。 

1）O111:H- 11128 株の IS629 挿入部位（30 か所）
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を標的とした O111 IS-P 法プロトタイプ作製 

完全長配列が決定している O111:H- 11128

株に関しては、IS629挿入部位約 30か所が既

に同定されている。この株の IS 挿入部位を標

的とし、O111 IS-P法のプロトタイプを作製し

た。まず、IS629 の内部に共通な外向きの IS

内部プライマーを設計し、次に、各 IS挿入部

位の近傍領域に IS 内部プライマーと対をな

す外側プライマーを設計した。その際、プラ

イマー間の距離は 100 bpから 1 kbpの範囲内

で、さらに標的ごとに PCR 増幅サイズが異な

るように設計した（図 1）。この方法により

O111 IS-P 法プロトタイプ（FS1-3, RS1-3の 6

プライマーセットを構築した。PCR には

KOD-Multi&EPI（東洋紡）を用い、PCR 反応

液の組成は計 15 µl (template DNA 1µl、外部プ

ライマーミックス[各 4.5µM] 1µl、IS629内部

プライマー[25 µM] 1µl、2ｘPCR buffer 7.5µl、

MilliQ水 4.2µl、KOD-Multi&EPI酵素 0.3µl）、

PCR プログラムは 94˚C 2min、30 サイクル

（98˚C 10秒、58˚C 30 秒、68˚C 1分]、電気泳

動は 2% Agarose S（ニッポンジーン）in 0.5 x 

TBE バッファーを用い、PCR反応液 1µlを泳

動するという条件で実施した。 

 

2) 全ゲノム系統樹を用いた O111 IS-P 法のため

の多様性解析株の選定および O111 IS-P 法プ

ロトタイプによる菌株識別解像度の検証 

O111 約 600 株のドラフトゲノム情報（イ

ルミナMiSeqデータ）を基に高精度系統解析

を行い、その中から系統の離れた 206株を選

定して実施した。得られた PCR増幅バンドの

有無（有りを「１」、無しを「0」）をデジタル

化し、Clusterソフトを用いてバンド情報を基

にしたデンドログラムを作成した。 

 

3) 非特異増幅プライマーの同定 

項目 2) で実施した PCR 結果判定に際し、

目的サイズと明らかに異なるバンドが検出

される株があった場合、各プライマーセット

に含まれる外側プライマーの個別 PCR を行

って、どのプライマーに由来する非特異増幅

バンドかを同定した。 

 

4) O111 IS-P 法プロトタイプからの菌株識別解

像度の低いプライマーの除去 

O111 IS-P 法プロトタイプからの菌株識別

解像度向上ならびに検査現場で対応可能な

プライマーセット（2 プライマーセット）の

最終構築のため、まず、プロトタイプにおい

て識別解像度が低い IS629挿入部位の同定を

試みた。項目１）の解析結果から、PCR陽性

が①5株未満、②180-190株、③190株以上と

いう基準で該当領域を抽出し、必要に応じて

該当プライマーを除去した。 

 

5) 206 株の MiSeq データからの IS629 配列の網

羅的抽出と IS629挿入部位の推定 

解析対象株 206 株の MiSeq リード配列に対

して、挿入配列 IS629 を含むリードを blastn

により検索した。そのうち、MiSeqペアリー

ドの一方のみ挿入配列 IS629を含むリードを

選別し、対となるリード配列を網羅的に抽出

した。完全長配列が決定している O111:H- 

11128 株のゲノム配列を参照配列として、抽

出した MiSeq リード配列を Burrows-Wheeler 

Alignment Tool (BWA)を用いてマッピングし、

各株における IS629 の挿入部位を推定した

（図 2）。 

 

6) 菌株識別解像度向上に向けた新規 IS629 挿入

部位の選定および挿入部位の詳細な配列解析 

206 株のドラフトゲノム情報から新たに

同定した IS629挿入部位の中で、菌株識別解

像度が低い系統を中心に解像度向上が見込

まれる標的部位を選定した。推定 IS 挿入部位

の前後 1 kbp付近の配列を得られるように外

部プライマーを設計し、IS 内部プライマーと

の PCR およびシークエンシングにより配列

を決定した。 

 

7) O111 IS-P 法プロトタイプからのプライマー

選別および改良 

206 株を用いてプロトタイプの検定を行

い、菌株識別解像度が高くなる標的領域を選

定した FS, RS ver.1（標的部位、計 24か所]に

ついて、2 セットにすることで下がった菌株

識別解像度を上げるため、項目 6)で選定した

IS 挿入部位を標的部位としたプライマーを

FS, RSプライマーセット（ver.2）に新たに追

加した。 

 

8) PCR および泳動条件の再至適化 

PCR には KOD-Multi&EPI（東洋紡）を用

い、PCR 反応液の組成は計 15 µl (鋳型 DNA 

1µl、外部プライマーミックス[各 5 µM] 0.75 

µl、IS629内部プライマー[50 µM] 0.75 µl、2ｘ

PCR buffer 7.5µl、MilliQ 水  4.7 µl、KOD-

Multi&EPI 酵素 0.3µl）、PCR プログラムは

94˚C 2min、30サイクル（98˚C 10秒、58˚C 30

秒、68˚C 1分）で PCR 機器として Biometra社

の T-professionalを用いて行った。菌株からの
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鋳型 DNA 調整は、アルカリボイル法を用い

た。電気泳動は 1.5-3.0 %の濃度で Agarose S

（ニッポンジーン）in 0.5 x TBE バッファーお

よび NuSieveTM 3:1アガロース in 0.5 x TBE バ

ッファーを用い泳動機器として MyRun を使

用し、PCR反応液 1 µlを泳動するという条件

で実施した。 

 

9) PCR コントロール DNAの作製 

項目 7) で作製した ver.2 プライマーセッ

トに用いた各標的領域（計 24 領域）につい

て、各標的部位の外部プライマーと IS629内

部プライマーを用いて KOD-Multi&EPI 酵素

で PCR増幅し、PCR purification kit（Qiagen）

で精製した。DNA Ligation Kit（Mighty Mix; 

Takara）を用いて T-vector pMD20 プラスミド

（Takara）へクローニングし、コンピテント

セル DH5α（Takara）へ形質転換した。形質

転換された株から各標的領域を含むプラス

ミドをそれぞれ QIAprep Spin Miniprep kit を

（Qiagen）用いて精製した。精製したプラス

ミド DNA を鋳型として当該プライマーペア

による PCR 増幅を行い、標的サイズの PCR

増幅産物が得られることを確認した。 

 

10) 協力機関へのプライマーセットおよびコント

ロール DNAの配布 

項目 7) および項目 9) で作製したO111 IS-

P 法プライマーセット（FS ver.2, RS ver.2の 2

セット）と PCRコントロール DNA を協力機

関である富山県衛生研究所、大阪健康安全基

盤研究所、福岡県保健環境研究所の 3機関へ

送付し、実際の分離株（異なる事例由来株お

よび集団感染事例由来株）を用いて、個々の

機関が使用している PCR 機器や泳動機器を

用いて検討し、機器の違いによる増幅効率や

泳動像の差異を検証した。 

 

（倫理面への配慮） 

該当しない。 

 

 

C. 研究結果 

1)  O111 IS-P法プロトタイプの作製 

プロトタイプ作製に際し、IS 挿入部位 30

か所のうち 5か所については、IS挿入部位前

後 1kbp の配列がゲノム上に複数存在するこ

とから、非特異増幅を避ける目的で PCR の標

的から除外した。また、2 か所の挿入部位に

関しては F領域が上記と同様の理由で標的か

ら除外された。最終的に F セット、R セット

はそれぞれ 25 領域、27 領域を標的とし、そ

れぞれを 3組（1st-, 2nd-, 3rd-F primer set、1st-, 

2nd-, 3rd-R primer set）に分けて計 6 PCRで判

定出来る反応系とした。プライマー長は 19-

21 bp、Tm値は58~62℃になるよう設計した。

PCR 条件の至適化の判定には、11128 株の精

製ゲノム DNA を鋳型として使用し、PCR・

泳動ともに良好な結果が得られた（図 3）。 

 

2) O111 IS-P 法プロトタイプによる菌株識別解像

度の検証 

系統の離れた O111 206 株について、IS-P

法プロトタイプ 6プライマーセットを用いた

PCR を実施した。その結果、各プライマーセ

ットにより泳動パターンに違いが見られる

ことが分かった（図 4: FS1セットの泳動例）。

6セットのPCRにより得られたバンドパター

ンを基に cluster ソフトでデンドログラムを

作成した（図 5）。その結果、206株が 149パ

ターンに分かれること、同じバンドパターン

を示す株が 2 株（23 タイプ）, 3 株（7 タイ

プ）, ４株以上（5タイプ）検出されること、

また、計 52 領域の標的に対して検出バンド

の本数が 15本未満の株が 19株存在すること

などが明らかとなった。 

 

3) 非特異増幅プライマーの同定 

図 6の例に示すように、FS1-3および RS1-

3 のプライマーセットによるマルチプレック

ス PCR結果を検証する際、増幅されたバンド

の中に目的サイズと明らかに異なるものが

見られる株が複数検出された。これらの株に

ついて、各プライマーセットに含まれる外側

プライマーの個別 PCR を行うことで、その非

特異増幅バンドがどのプライマーに由来す

るかを同定した。この解析により、計 8個の

外側プライマーをプロトタイプから削除し

た。 

 

4) O111 IS-P 法プロトタイプからの菌株識別解

像度の低いプライマーの除去 

項目 2) の解析結果から、PCR 陽性が 5株

未満であった部位を 9か所、180-190株でPCR

陽性であった部位を8か所、190株以上でPCR

陽性であった部位を 2か所同定した。この結

果を基に、同定した計 19か所のうち、190株

以上で PCR 陽性であった 1 か所を除く 18か

所について標的候補から削除した。なお、190

株以上で陽性となった 1 か所については、

PCR の陽性コントロールとして採用した。 

項目 2) 、項目 3)の過程を経てプロトタイ



 

19 

 

プから採用されたプライマーセットでは、

206 株が 108 パターンに分かれ、菌株識別解

像度が極端に下がる系統も見られた（図 7）。 
 

5) 206株における IS629挿入部位の網羅的抽出 

O111 株 206 株の MiSeq リードを参照株への

マッピングした結果、IS629 が挿入されてい

ると推定され、菌株識別解像度の向上に有効

と考えられる領域を約 70 か所同定した。こ

の中には、参照株に存在する部位含まれてお

り、新規 IS629 挿入部位としては約 40 か所

同定された。 

 

6) 菌株識別解像度向上に向けた新規 IS629 挿入

部位の検討 

206 株のドラフトゲノム情報から新たに同定

した IS629挿入部位について、項目 3)、4) で

選別したプライマーセットの結果から得ら

れたデンドログラム（図 8）の結果にその有

無をプロットした結果、菌株識別解像度が図

５のように 164パターンへと向上した。また、

この中で菌株識別解像度の特に低い系統に

存在する新規 IS挿入部位を 4か所選定した。 
 

7) O111 IS-P 法プロトタイプからのプライマー

選別および改良 

FS ver.1プライマーセットにおいて用いた

12 か所の標的 IS 挿入部位のうち 2 か所につ

いては、PCR増幅サイズが類似しているため、

増幅サイズが異なるようにプライマーを再

設計した。また、2 か所については、その利

用により菌株識別解像度に影響が少ないた

め、プライマーセットから除いた。RS ver.1プ

ライマーセットにおいても同様、PCR増幅サ

イズが類似しているものについては、増幅サ

イズが異なるようにプライマーを再設計し

た。また、2 か所については、その利用によ

り菌株識別解像度に影響が少ないため、プラ

イマーセットから除いた。 

項目 6) で選定した 206株のドラフトゲノ

ム配列データから同定した菌株識別解像度

の向上に繋がる 4領域について、ver.1プライ

マーセットにおいて除去したプライマーの

PCR 増幅バンドサイズと入れ替える形で新

たに 4領域を検出可能なプライマーを設計し、

それらを加えたものを FS, RS ver.2 プライマ

ーセットとした。また、この 2プライマーセ

ットを用いて系統の離れた 206株について解

析を行った結果、113パターンに分かれる（図

9）ことを確認した。 

 

8) PCR および泳動条件の再至適化 

項目 7) でプライマーの入れ替えを行った

ことにより、PCR および PCR 増幅産物の電

気泳動の条件を再検討した。PCR条件につい

ては、前年度に構築した至適条件で問題なく

機能したが、電気泳動条件については、1.5-

3.0%のゲル濃度で検討を行い、MyRun による

電気泳動では 1.5%で最も明確な泳動像が得

られることが明らかとなった（図 10）。 

 

9) PCR コントロール DNAの作製 

項目１）で作製した FS ver.2, RS ver.2プラ

イマーセットに含まれる計 24 か所の IS629

挿入部位について、クローニングベクター

pMD20 へクローニング、精製した。標的部位

のうち 1か所は形質転換株の増殖効率が悪か

ったため、大量培養し Plasmid Midi kit（Qiagen）

を用いて精製した。クローニング成否の確認

は、各精製プラスミドについて標的部位を増

幅したプライマーを用いて行ったが、いずれ

も単一バンドのみ検出されたことから、FS 

ver.2 および RS ver.2 のそれぞれの鋳型 DNA

となるよう、各精製プラスミドを各20ng/µlに

なるよう混合した。 

 

10) 協力機関におけるプライマーセットおよびコ

ントロール DNAの検討 

FS ver.2および RS ver.2 プライマーセット

を用い、協力 3機関（A, B, C）において、臨

床分離株と PCRコントロールDNAを用いた

PCR および泳動に関する検討を実施した。 

機関 A：散発事例由来株 10 株および 3 つの

集団感染事例由来株（事例①6株, 事例②6株, 

事例③6株）の計 28株（表 3）を用いて検討

した。Mupidを用いた泳動では、3％ゲルでバ

ンドの識別が容易であることが分かった。

PCR コントロール DNAの結果から、FS ver.2

では 4F（644bp）と 5F（620bp）、RS ver.2 で

は 1NR（986bp）と 2NR（887bp）のバンドが

それぞれ判別しにくいという結果であった。

また、RS ver.2では 5R（637bp）と 9R（306bp）

の増幅効率が悪かった。散発事例由来株では、

全ての株で異なるバンドパターンが得られ

た（図 11a）。また、集団感染由来株では 3事

例ともに同一バンドが検出された（図 11b）。 

機関 B：散発事例由来株 12 株および集団感

染事例由来 3株の計 15株（表 4）を用いて検

討した。PCR コントロール DNAの結果から、

FS ver.2 では 4F（644bp）と 5F（620bp）、RS 

ver.2では 1NR（986bp）と 2NR（887bp）のバ

ンドがそれぞれ判別しにくいという結果で
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あった。また、RS ver.2 では 5R（637bp）と

9R（306bp）の増幅効率が悪かった。散発事例

由来株では、3 株が同じバンドパターンであ

ったが残りは異なるパターンとなった（図

13a）。また、集団感染由来株では 3事例とも

に同一バンドが検出された（図 12a）。また、 

Mupid を用いた泳動では 3%ゲルでバンドの

識別が容易であった（図 12a, b）。 

機関Ｃ：散発事例由来株 21 株および 8 つの

集団感染事例由来株（8事例, 計 25株）の計

46株（表 5）を用いて検討した。PCR コント

ロール DNA の結果から、FS ver.2 では 4F

（644bp）と 5F（620bp）、RS ver.2 では 6R

（502bp）と 7R（475bp）のバンドがそれぞれ

判別しにくいという結果であった。また、RS 

ver.2では 5R（637bp）と 9R（306bp）の増幅

効率が悪かった。散発事例由来株では、3 組

計 8 株が同じバンドパターンを示し、バンド

が検出されない株も 2 株（O111 であること

を確認済み）存在した（図 13a, 表 4）。また、

集団感染由来株では 8事例ともに同一バンド

が検出された（図 13b, 表 4）。また、Mupid-

exU（Mupid）を用いた泳動では 1.5%で良好

な結果が得られた。 

マイクロチップ電気泳動 MultiNA を用いた

機関 B による検討：通常のゲル電気泳動と同

様、FS ver.2では 4F（644bp）と 5F（620bp）、

RS ver.2では 1NR（986bp）と 2NR（887bp）、

6R（502bp）と 7R（475bp）のバンドがそれぞ

れ判別しにくいことが明らかになった（図

14）。しかしながら、RS ver.2 の 6R（502bp）

と 7R（475bp）については、菌株により判別

できる場合もあり、株間で IS 挿入部位に多

様性がある可能性が示唆された（図 15）。 

 

 

D. 考察 

本研究では O111 IS-P 法の開発のため、①全ゲ

ノム解析株 11128株の IS629挿入部位（30か所）

を基にしたプロトタイプ（FS1-3, RS1-3 の 6 セ

ット）の構築、②206株によるプロトタイプの有

用性検討、③2 プライマーセット（FS ver.1, RS 

ver.1 の 2 セット）への選定、④206 株から同定

した IS 挿入部位の新規標的部位としての追加

（FS ver.2, RS ver.2 の 2セット）、⑤PCR および

電気泳動条件の至適化、⑥協力機関による試用

という 6 つの段階に分けて研究を実施し、本法

の検査現場で実用化を目指した。最終的に構築

した 2 セットにしたことで、206 株を 113 パタ

ーンに分類するという解像度にとどまったが、

協力機関での検討により、少なくとも集団感染

事例の同定ツールとしては十分に機能すること

が証明された。しかしながら、系統が近いと思わ

れる株での菌株識別解像度を上げることができ

なかった点、また、分離数は少ないものの、系統

関係が遠い小集団については、解像度を十分に

上げることが出来なかった。また、PCR や電気

泳動など各機関で使用されている機器により結

果が変わることも明らかとなり、本法の実用化

にはさらなる改良が必要である可能性が示唆さ

れた。 

 

 

E. 結論 

本研究により、O111 IS-P法として、2チュー

ブによる PCR で EHEC O111の集団感染を容易

に同定することが可能な、また、菌株識別解像

度もある程度高い検出系を構築することがで

きた。しかしながら、使用する機器によって結

果が異なることもあり、EHEC O157で実用化さ

れている O157 IS-printing system のように各施

設で均一な結果が得られるようなシステムに

するためには、さらなる改良と至適化を行う必

要がある。 

 

 

F. 健康危険情報 

国民に至急知らせた方がよい情報に該当す
るものはない。 

 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

 

2. 学会発表 

大岡唯祐、李謙一、桂啓介、伊豫田淳、藺牟
田直子、林哲也、大西真、西順一郎：腸管出
血性大腸菌O111用IS-printing systemの開
発、第22回腸管出血性大腸菌感染症研究会、
2018年11月8-9日、東京 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 

なし   

 

2. 実用新案登録 

なし   

 

3. その他 

なし   

 

 



 

21 

 

  



 

22 

 

表 1 FS ver.2, RS ver.2 プライマー情報 

 

  FS ver.2 

 

  RS ver.2 

※NF, NR：Ver.2で新たに追加した標的部位に対するプライマー 

     ※プライマー配列については未発表データのため非公開 

 

 

表 2 使用した PCRおよび電気泳動機器 
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表 3 機関 Aの解析株情報 

 

 

表 4 機関 Bの解析株情報 ●：同じバンドパターン 

 

 

Ｏ１ 1853 111 ＮＭ

Ｏ２ 1882 111 ＮＭ

Ｏ３ 1883 111 ＮＭ

Ｏ４ 1884 111 ＮＭ

Ｏ５ 1885 111 ＮＭ

Ｏ６ 1886 111 ＮＭ

Ｏ７ 2695 111 ＮＭ

Ｏ８ 2701 111 ＮＭ

Ｏ９ 2702 111 ＮＭ

Ｏ１０ 2703 111 ＮＭ

Ｏ１１ 2704 111 ＮＭ

Ｏ１２ 2705 111 ＮＭ

Ｏ１３ 3188 111 ＮＭ

Ｏ１４ 3190 111 ＮＭ

Ｏ１５ 3192 111 ＮＭ

Ｏ１６ 3195 111 ＮＭ

Ｏ１７ 3196 111 ＮＭ

Ｏ１８ 3197 111 ＮＭ

2000

2006

2011

集
団
感
染
事
例
③

集
団
感
染
事
例
②

集
団
感
染
事
例
①

菌株名 分離年 Ｏ Ｈ

1581 1998 111 ＮＭ

2151 2002 111 ＮＭ

2320 2004 111 ＮＭ

2429 2005 111 28

3002 2008 111 ＮＭ

3041 2009 111 ＮＭ

3111 2010 111 ＮＭ

3497 2013 111 ＮＭ

3703 2015 111 ＮＭ

3713 2015 111 ＮＭ

S1

No.

S2

S3

S10

S9

S8

S7

S6

S5

S4

集団感染

事例 

散発事例株 
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表 5 機関 Cの解析株情報 

 

 

  

集団感染① 

集団感染② 

集団感染③ 

集団感染④ 

集団感染⑤ 

集団感染⑥ 

集団感染⑦ 

集団感染⑧ 

散発事例株 

：それぞれ同じバンドパターン 
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図 1 O111 IS-P法の模式図. IS内部に外側へ向けて設計した IS内部プライマーと対になるように外側プラ

イマーを設計することで、IS の前後に Fセット、R セットを設計する。 

  

 

図 2 マッピングによる IS629挿入部位の推定. 参照株へのリードマッピングの結果から、解析対象株に IS

挿入があるかどうかを推定できる。 

 

 

 

図３ O111 IS-P法プロトタイプの至適条件および PCR産物泳動結果. 至適条件で PCRを行った結果、参

照株 11128 株 DNA を用いた場合、F セット（計 27 本）、R セット（計 25 本）がバンドはほぼ均一に

検出されており、PCR 増幅サイズの識別も可能である。 
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図 4  O111 IS-P法プロトタイプによる 206株の PCR・電気泳動結果の例（FS1プライマーセット）.  

206 株で異なるバンドパターンが得られているが、全くバンドが検出されない株やほぼ全株で検出されてい

るバンドがある。 

 

図 5  O111 IS-P法プロトタイプ 6プライマーセットによる PCR結果のデンドログラム 

FS1-3 および RS1-3 の６プライマーセットによる結果から、149 パターンに分類されたが、複数株が同じ

パターンを示す場合なども見られた。 

 

図 6 非特異増幅によるバンド検出とその原因プライマーの同定の例（FS2 セット、NIID072394株） 

NIID072394 株（および NIID101034 株）で見られた非特異増幅バンド（赤矢印）について個別 PCR によ

る検証の結果、F2プライマーにより該当バンドが検出されることが判明した。 

  

本日のテーマEH EC O1 1 1  IS-p r in tin g  sy s tem プロト タイプによる検定

【 結果】 ・ 2 0 6株が1 4 9パターンに分かれる

・ 同パターンを示す株： 2株[2 3タイプ ], 3株[7タイプ ], 4株以上[5タイプ ]

・ バンド 本数が1 5本(計5 0領域)未満の株が1 9株存在

→ 菌株識別解像度の向上が必要

： 4株以上が同パターン

： バンド 本数が1 5本未満

： 複数株が同パターン
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図 7 PCR増幅効率が低い、非特異増幅があるプライマーを除去した後の菌株識別解像度.  

項目２）,３）で該当するプライマーを除去した結果、菌株識別解像度が 108 パターンに下がり、特に解

像度が下がる系統が 4グループ検出された。 

 

 

図 8 新規 IS629挿入部位（29か所）の情報追加による菌株識別解像度の向上 

図４のデータに新規 IS629 挿入部位（計 29 か所）の情報を追加することにより、108 パターンであった

菌株識別解像度が 164パターンにまで向上した。 
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図 9 FS ver.2, RS ver.2プライマーセットによる 206株による PCR結果のデンドログラム 

206 株 2プライマーセットによる結果から、113パターンに分類された。 

 

 
 

 

図 10  FS ver.2, RS ver.2プライマーセットによる PCRおよび泳動条件の検討  

PCR 条件は昨年度と同様であり、全てのバンド（各 12本）が検出された。また、MyRunによる泳動結果

から、NuSieve 3:1 および Agarose S のどちらにおいても、1.5%ゲルにおいてバンドの識別が容易であった。 

 

NuSieve3:1
1.5%, 60 min

NuSieve3:1
1.5%, 80 min

NuSieve3:1
2.0%, 60 min

NuSieve3:1
2.0%, 80 min

NuSieve3:1
2.5%, 80 min

NuSieve3:1
3.0%, 80 min

Marker (M): 100bp ladder
NuSieve 3:1 (in 0.5 x TBE)

FS RSM M FS RSM M FS RSM M FS RSM M FS RSM M FS RSM M

AgaroseS
1.5%, 60 min

AgaroseS
1.5%, 80 min

AgaroseS
2.0%, 60 min

AgaroseS
2.0%, 80 min

NipponGene Agarose S (in 0.5 x TBE)

FS RSM M FS RSM M FS RSM M FS RSM M

PCR 15µl scale
template DNA (positive control DNA) 1

primer F or R mix ( 5 µM) 0.75

primer IS629INside R or F ( 50µM) 0.75
2 x PCR buffer 7.5

D.W. 4.7

KOD-Multi&EPI 0.3   

total 15

PCR program 3 step

1 94˚C 2 min

2 98˚C 10 sec
3 58˚C 30 sec

4 68˚C 1 min [step2-4: 25 cycles]

PCR T-professional (Biometra)

1.5-3.0 % in 0.5xTBE

:     1. NuSieve 3:1 (Lonza)

2. Agarose S (Nippon Gene)
Marker :  100 bp ladder

MyRun

1
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図 11  機関Ａの PCRおよび泳動結果 

a）散発事例株（10 株）での ver.2 プライマーセットの検討：10 株のデータから同じバンドパターンを示

す株は見られなかった。また、ゲル濃度の比較から、Mupidを用いた場合、3%ゲルの解像度が比較的高い

ことが明らかとなった。 

 
 

b）集団感染事例由来株（3事例, 各 6株）での ver.2プライマーセットの検討：3事例全てで集団感染事例

株では同じバンドパターンを示した。 

 

：620bpと 644bpの

バンドが重なる 

：306bp, 637bpの 

バンドが薄い 

：986bpと 887bpの

バンドが重なる 
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図 12 機関 Bの PCRおよび泳動結果 

a) 散発事例株 12株のうち、3株が同じバンドパターンを示した。また、集団感染由来株（3株）は 

同じバンドパターンを示した。 

b) 1.5%アガロースを用いた泳動結果：3%と同条件の泳動では 500bp以下のバンドが流れきってしま

った。 

：同じバンドパターン 

FS ver.2 

RS ver.2 

FS ver.2 
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図 13 機関 Cによる PCRおよび泳動結果 

a) PCR 結果の一部：1.5%ゲルで良好な泳動結果が得られた。 

 

b) 集団感染由来株（事例②, 事例⑤）の結果 

 

 

M 39 M19 20 23 27 28 38 40 41 45 PC

FS ver.2

RS ver.2

A Agarose S 3.0% ,  60

PCR : Veriti (Applied Biosystem)
: Mupid-exU (Mupid)

•

• 100V 80min

• 1.5%

1% NuSieve GTG 0.5% Seakem GTG

• 0.5 TBE

•

• GelRed 30min

• 30min

：620bpと 644bpの

バンドが重なる 

：306bp, 637bpの 

バンドが薄い 

：502bpと 475bpの

バンドが重なる 

M M M7 8 9 10 11 12 23 24 25 PC

• 7-12 : 1999

• 23-25 : 2007FS ver.2

RS ver.2

2 5
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図 14 機関 BによるMultiNAを用いた解析結果 1 
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図 15 機関 BによるMultiNAを用いた解析結果 2 
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令和元年度厚生労働科学研究補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

品由来が疑われる有症事案に係る調査（食中毒調査）の迅速化・高度化に関する研究

（H29-食品—一般-001） 

 

迅速化に向けた簡易法の開発—2（EHEC-POT 法） 

 

研究分担者 鈴木 匡弘 藤田医科大学医学部准教授 

研究協力者 

愛知県衛生研究所 生物学部 山田和弘 

秋田県健康環境センター 保健衛生部 樫尾 拓子 

東京都健康安全研究センター 微生物部 食品微生物科 小西 典子 

千葉市環境保健研究所 健康科学課  吉原 純子 

川崎市健康安全研究所  小嶋 由香 

富山県衛生研究所 細菌部 木全 恵子 

石川県保健環境センター 細菌・飲料水グループ 木村 恵梨子 

福井県衛生環境研究センター 保健衛生部  東方 美保 

岐阜県保健環境研究所 保健科学部 野田 万希子 

岐阜市衛生試験所 微生物検査係 信田 充弘 

三重県保健環境研究所 衛生研究室 微生物研究課 永井 佑樹 

大阪健康安全基盤研究所 微生物部細菌課 梅川 奈央 

神戸市環境保健研究所 感染症部 野本 竜平 

島根県保健環境科学研究所 保健科学部 川瀬 遵 

福岡県保健環境研究所 保健科学部 江藤 良樹 

 

研究要旨 

近年 O157 等主要な腸管出血性大腸菌（EHEC）に加え、O103 等かつ

ては希であった血清型の EHEC による感染事例が増加し、分子疫学解析

法を対応させる必要が生じた。従来の EHEC 分子疫学解析法は O157 等

主要な血清型に特化しているため、他の血清型では菌株識別能が不足す

る傾向にあった。本研究では菌株毎の ORF 保有パターンを multiplex-

PCR で検出し、遺伝子型を決定する PCR-based ORF typing法（POT 法）

を EHEC 用に開発することを目的とした。 

O103 等 6 血清型のゲノムデータから、POT 法で検出する ORF を選

択し、12-plex PCR 2 反応系からなる EHEC-POT 法を開発した。O121
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及び O157 以外の多様な血清型において D index 0.997（O111）～0.961 

(O145)と良好な菌株識別能力を実現した。全国の地方衛生研究所で実施

可能としていくことで、希な血清型の EHEC 感染症監視に貢献できると

期待される。 

 

Ａ．研究目的 

腸管出血性大腸菌（EHEC）は、食品を介

して伝播することが多く、患者の発生が多

地域にまたがることがある。このような

diffuse outbreakにおいては分子疫学解析を

行うことで発生を早期に捕捉し、対策を取

ることが重要である。原因となる EHEC の

血清型としては O157、O26、O111 が代表

的なものであり、IS-printing や multiple-

locus variable-number tandem repeat 

analysis (MLVA)が普及し、迅速な分子疫学

解析が可能となっている。ところが近年、検

出される EHECの血清型として上記以外に

も O91、O103、O121、O145、O165 等が

増加し、従来の IS-printing や MLVA では

菌株識別能力の不足傾向が見られた。その

ため、分子疫学解析法を多様な血清型に対

応させる必要が生じてきた。 

本研究では菌株毎の ORF 保有パターン

を multiplex-PCR で検出し、遺伝子型を決

定する PCR-based ORF typing 法（POT 法）

を EHEC に対応させることを目的とした。

POT 法はメチシリン耐性黄色ブドウ球菌

や緑膿菌等で実用化され、院内感染対策に

利用されている分子疫学解析法である。マ

ルチプレックス PCR による ORF の有無を

検出する分子疫学解析法であることから、

短時間で実施可能かつ遺伝子型の比較やデ

ータベース化が容易である特徴を持つ。大

腸菌用の POT 法も開発されているが、薬剤

耐性大腸菌が対象であり、EHEC に対する

菌株識別能はきわめて低い。そこで EHEC 

O26、O111、O91、O103、O121、O145、

O165等を汎用的に識別可能なEHEC-POT

法開発を目指した。 

 

Ｂ．研究方法 

検出候補 ORF の抽出と EHEC-POT 法にお

ける検出 ORF の決定 

H29 年度に、NCBI データベースからダ

ウンロードした 412株のEHECゲノムデー

タ（O26 115 株、O91 39 株、O103 88

株、O111 86 株、O121 47 株、O145 37

株、）を、検出候補 ORF 選別用データとし

て用いた。各ゲノムデータは ORF 単位に分

割し、相互比較することで、EHEC の遺伝

子型決定に用いる検出候補 ORF の選定を

行った。 

H29～H30 年度にかけて、81 個の検出候

補 ORF を選択し、PCR によって 48 株の

EHEC（O26 25 株、O103 8 株、O111 

7 株、O121 3 株、O145 3 株、O165 2

株）における検出候補 ORF の保有状態調査

を行った。さらに、R1 年度には愛知県衛生

研究所に保存された 291 株の EHEC（O91 

1 株、O103 14 株、O111 10 株、O121 

8 株、O145 8 株、O165 1 株、O166 1

株、O26 46 株、O157 202 株）及び、国

立感染症研究所から提供された 110 株の

EHEC（O91 10 株、O103 20 株、O111 

20 株、O121 20 株、O145 20 株、O165 

20 株）から抽出した DNA を用い、各血清
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型において十分な菌株識別能力が得られ、

なおかつ集団感染事例で同一遺伝子型とな

るよう、検出 ORF の組み合わせを精査した。 

 

EHEC-POT 法 

EHEC-POT 法の Taq としては Qiagen 

Multiplex PCR kit を Q solution 10%添加条

件で用いた。プライマーはあらかじめ反応

系毎に混合し、終濃度各 0.2μM の条件で

用いた。PCR 反応産物は 4%アガロースゲ

ルで電気泳動し、検出 ORF の有無を泳動パ

ターンから読み取った。遺伝子型の数値化

には PCR反応系毎に検出バンドの有無を 1、

0 に置き換え 2n からなる係数をかけ、足し

算することで検出パターンを数値化し、

POT 型とした。 

 

地方衛生研究所における EHEC-POT 法の

評価 

R1 年度には全国 14 カ所の地方衛生研究

所（秋田県健康環境センター、東京都健康安

全研究センター、千葉市環境保健研究所、川

崎市健康安全研究所、富山県衛生研究所、石

川県保健環境センター、福井県衛生環境研

究センター、岐阜県保健環境研究所、岐阜市

役所健康部、三重県保健環境研究所、大阪健

康安全基盤研究所、神戸市環境保健研究所、

島根県保健環境科学研究所、福岡県保健環

境研究所）にプライマー、Taq ポリメラー

ゼ、陽性コントロール DNA を送付し、各地

方衛生研究所における保存株を用いた

EHEC-POT 法の評価を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究においては患者情報から切り離さ

れた菌株のみを扱うため、倫理上の問題は

発生しない。 

 

Ｃ．研究結果 

検討した全ての血清型で汎用的に菌株識

別できると予測された ORF は見つからなか

ったが、2－4血清型で菌株識別に利用可能

と予測される ORFが 81個見つかった。この

81 個の ORF の保有パターンによって、in 

silicoにおいては検討で用いたゲノムデー

タ株の多くが識別可能であった。 

分離株による 81個の ORFの保有状態調査

の結果、81個すべては菌株により保有状態

は異なっていたが、その中から EHEC-POT法

の菌株識別能力向上に寄与するものを選別

することで、従来分けられなかった株の多

くが識別可能となった。 

検出 ORF 選別の結果、検出候補 ORF の

うち 21 個の ORF を検出することで、O121

及び O157 を除く各血清型で汎用的に利用

可能かつ、十分な菌株識別能が得られるこ

とが判明した。EHEC-POT 法は上記 21 個

の ORF に加え、eae 遺伝子及び大腸菌のマ

ーカーを加えた 12-plex PCR、2 反応系から

なる、検出系となった。 

愛知県衛生研究所保有株および感染症研

究所提供株 DNA 並びに各地方衛生研究所

から O26 46(44)株、O91 34(31)株、

O103 113(102)株、O111 30(27)株、

O121 72(58)株、O145 97(79)株、O157 

202(202)株、O165  39(35)株、その他

45(40)株の合計 678(618)株のデータが得

られた（かっこ内は集団事例を除いた株数）。

集団感染事例を除いた菌株を用いた各血清

型の POT 型の数、及び D index は表 1 の

とおりである。O26、O111、O103、O165

では D index 0.997～0.978 と高い菌株識別
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能となった。また。その他の希な血清型では

O152 の 1 株のみ ORF が全く検出されずタ

イピング不能であったが、その他の 39 株に

おける D index は 0.993 と、十分な菌株識

別能力を示し、EHEC-POT 法の開発に関与

しなかった分離株においても菌株識別能力

は確保されていた。また、O157 及び O121

を除き、ほとんどの血清型において、特定の

POT 型への極度な偏りは見られなかった。

その一方、O157 では特定の 3 遺伝子型が

全体の 31.7%（202 株中 64 株）を占めてお

り、菌株識別能力の低下に繋がった。また、

O121 においては特定の 2 遺伝子型に全体

の約 8 割（58 株中 45 株）が集中した。

EHEC-POT 法によって、O121、O157 を

除く血清型のEHECを汎用的にタイピング

することができた。 

集団事例（21 事例）由来の 60 株につい

ては、20 事例由来の 57 株では同一集団内

で同一 POT 型となった。しかし O121 に

よる 1 事例については、3 株中 1 株が異な

る POT 型となった。 

 

表 1 各血清型における菌株識別能力 

（同一事例由来株を除く） 

血清型 株数 POT

型数 

D index 

O26 44 36 0.992 

O91 31 21 0.968 

O103 102 58 0.983 

O111 27 26 0.997 

O121 58 11 0.702 

O145 79 40 0.961 

O157 202 66 0.957 

O165 35 25 0.978 

その他 40 35 0.993 

 

 

Ｄ．考察 

O157、O121 を除き多様な血清型の

EHEC を EHEC-POT 法を用いてタイピン

グすることができた。EHEC-POT 法は特定

の血清型に特化せず、多くの EHEC 分離株

に適用することができると考えられる。 

その一方、O157 及び O121 による分子疫

学調査はできないと考えられた。この研究

では O157 を対象血清としなかったため菌

株識別能の確保が十分に行われていない。

O157 に関しては MLVA や IS-printing が

普及しているため、新たな手法の必要性は

低いと考えられる。O121 についてはきわめ

て多様性の少ないグループであり、POT 法

の原理では十分な菌株識別能を実現するこ

とはできないと考えられた。MLVA 等、

POT 法以外の手法でタイピングする必要

がある。 

全国 14 カ所の地方衛生研究所にプライ

マーセット及び Taq ポリメラーゼを送付し、

検討した結果全ての施設で良好な PCR 反

応結果が得られている。また、ほとんど（21

事例中 20 事例）の集団事例にいて、同一事

例の POT 型は同一となり、遺伝子型が安定

して得られることも確認できた。このこと

から EHEC-POT 法は多くの施設で実施可

能であり、大部分の EHEC 血清型のタイピ

ングと遺伝子型共有に有効であることが示

された。MLVA が普及している血清型

（O157、O26、O111）以外の diffuse 

outbreak 監視に EHEC-POT 法は有効と考

えられる。メーカーによるキット販売ある

いは改良 EHEC-POT 法のプロトコル開示
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によって、全国の地方衛生研究所で実施可

能としていくことで、マイナーな血清型の

EHEC 感染症監視に貢献できると期待され

る。 

 

Ｅ．結論 

EHEC-POT 法によって、O121 と O157

を除くほとんど全ての血清型の EHEC を、

実用上問題の無い菌株識別能力で、汎用的

に分子疫学解析できる。全国の地方衛生研

究所で実施可能としていくことで、マイナ

ーな血清型のEHEC感染症監視に貢献でき

ると期待される。 

 

Ｇ．研究発表 

 1.  論文発表 

なし 

 2.  学会発表 

 第 23 回腸管出血性大腸菌感染症研究会 

「腸管出血性大腸菌 PCR-based ORF 

Typing（POT）法の改良とその評価」 2019

年 11 月 14 日、15 日（発表日 15 日） 愛

媛県松山市 

 第 93 回日本細菌学会総会 「EHEC-

POT法とMLVA法の菌株識別能力の比較」 

2020 年 2 月 19～21 日（発表日 20 日） 愛

知県名古屋市 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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別紙 3 

厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

令和元年度 分担研究報告書 

 

食品由来が疑われる有症事案に係る調査（食中毒調査）の迅速化・高度化に関する研究 

分担課題 食品媒介感染症・食中毒の疫学調査手法の整備に関する研究 

 

研究分担者 砂川 富正 （国立感染症研究所感染症疫学センター・室長） 

研究協力者 高橋 琢理 （国立感染症研究所感染症疫学センター・主任研究官） 

研究協力者 土橋 酉紀 （国立感染症研究所感染症疫学センター・主任研究官） 

研究協力者 加納 和彦 （国立感染症研究所感染症疫学センター・主任研究官） 

研究協力者 駒瀬 勝啓 （国立感染症研究所感染症疫学センター・再任用研究員） 

研究協力者 髙原 理 （国立感染症研究所感染症疫学センター・非常勤職員） 

研究協力者 神谷 元 （国立感染症研究所感染症疫学センター・主任研究官） 

 

 

研究要旨  

 本分担グループでは、感染症発生動向調査事業（NESID）の患者・病原体データと国

立感染症研究所病原体部が有するより詳細な菌株データ（MLVA データ等）を効率的に

連携させるシステムを構築し、統合されたデータの活用方法について検討を行う。また、

NESIDデータに基づく広域事例疑い探知システムの構築および改良を行い、広域事例の

早期探知と情報共有、迅速な調査へとつなげる方法について検討する。さらに、長期的

な視点から、実際の広域事例の発生要因の調査について、食材そのものを管理する農林

部局との連携が欠かせないことが考えられる。具体的に、食品衛生分野における HACCP

との連携、農業分野における GAPとの連携について、システムを幅広く含めていくため

の必要な情報を国内外から収集し、実装するシステムに一部具体的に反映させていくこ

とを検討する。 

 NESID データと MLVA データを効率的に突合するシステムを開発した。統合されたデ

ータの効果的な活用方法については、引き続き検討が必要である。また、NESIDデータ

に基づく広域事例疑いの探知システムを構築し、2018 年から稼働させている。2019 年

にはアラート閾値設定の見直しなどシステムの改良を行い、複数の事例において厚生労

働省へ早期の情報共有を行うことができた。実際の事例への適用についても一部行い、

システムによる広域事例の探知、分析、さらには感染源の探索について活動し、事例探

知後の調査手法の整備に関する検討を行った。 

 

 

A. 研究目的 

 腸管出血性大腸菌（EHEC）感染症事例発生時

の調査・対策上の課題として、患者情報（疫学情

報）と病原体情報（菌株情報）の連携が迅速に行

えないことが従前より指摘されている。本分担グ

ループにおいては、感染症発生動向調査（NESID）

の患者データ・病原体データと国立感染症研究所

病原体部が有するより詳細な菌株データ（MLVAデ

ータ）を連携させるシステムの開発を行い、統合

したデータの効果的な活用方法について検討す

る。これにより、事例発生時の調査及び介入の迅

速化が見込まれ、食品衛生行政上大きな貢献が期

待出来る。 

また、詳細な菌株データが得られていない初期

の段階において、より早期に広域事例の疑いを探

知することを目的として、過去の報告数データと

の比較から特異的な増加を自動で探知し、アラー

トを発出するシステムの開発を行う。広域事例疑

いの早期探知と、探知後の継続的なモニタリング

を行うシステムを構築し活用することで、事例発

生時の初動調査及び介入の迅速化が見込まれ、食

品衛生行政上大きな貢献が期待出来る。さらに実

際の事例への適用についても一部行い、広域事例

の探知、分析、および感染源の探索について活動

し、事例探知後の調査手法の整備に関する検討を

行う。 

さらに、長期的な視点から、実際の広域事例の

発生要因の調査について、食材そのものを管理す

る農林部局等との連携が欠かせないことが考え

られる。具体的に、食品衛生分野における HACCP
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との連携、農業分野における GAPとの連携につい

て、システムを幅広く含めていくための必要な情

報を国内外から収集し、実装するシステムに一部

具体的に反映させていくことを検討する。 

 

B. 研究方法 

（A）MLVA データと NESID データの連携と統合デ

ータの活用に関する検討 

2017 年度に NESID データと MLVA データを突合

させるためのプログラムを作成し、2018年度には、

効率的に作業ができるようにシステム化した。

2019年度は、統合されたデータの効果的な活用方

法について検討した。  

MLVAデータとNESIDデータの突合アルゴリズム

は、表１に示す項目（１）～（５）について、全

ての項目の合致条件を満たすものが NESIDデータ

の中に存在し、かつそれがひとつに絞られるとき、

そのデータを機械的に突合させた。条件を全て満

たすものが複数ある場合は、備考欄の記載内容等

を活用して、目視によりその中から選択すること

とした。条件を全て満たすものがひとつもない場

合は、合致する項目が多い順に候補のデータを出

力し（最大 10例）、その中から目視により選択す

ることとした。MLVAデータにおいて、住所、年齢、

性別のデータが欠損している場合は、NESID デー

タの絞り込みができないため、突合不可能とした。 
表 1. MLVA、NESID データの突合項目と合致条件 

分類 MLVAデータ項目 NESIDデータ項目 備考

「患者等の住所(都道府県)」

「患者等の住所(市、郡、町村)」

(2) 年齢 「年齢」 「診断時の年齢」

・必須（記載がない場合はNG）
・MLVAデータの年齢表記に対応
  ｎ（歳）代＝ｎ～ｎ+9
  n 歳未満＝0～n -1
  ｎヵ（ヶカケ）月＝0  を一致とみなす

(3) 性別 「患者性別」 「性別」

・必須（記載がない場合はNG）
・MLVAデータの性別表記に対応
  M（半角/全角）→男
　F（半角/全角）→女

(4) 発症日 「発症日」 「発病年月日」
・記載がある場合のみチェック
・7日以内のズレは許容する

(5) O血清型

「送付書のO:H」
「感染研O:H」
「157/111/26」
「Other」

「Ｏ(入力値)」 ・記載がある場合のみチェック

(1)
「当該者住所」or
「上記病院・診療所の所在地」

住所
・必須（記載がない場合はNG）
・市町村は、MLVAデータの文字列がNESIDデータに含
まれていれば一致とみなす

 
これらの作業を効率的に行えるように、自動突

合の実行、候補の表示、候補の中からの選択を簡

単に行えるウェブツールを作成した。「症状」、「備

考欄」の自由記載データ等、候補からの選択の際

に参考になるデータを同時に出力するように工

夫した。 

 統合データの活用法の検討の一環として、まず

は広域の MLVAクラスタ（同一 MLVA complexの症

例群）の規模別の発生頻度を調べた。簡単のため、

ここでは 2保健所以上にまたがる事例を広域発生

と定義した。MLVAクラスタの規模は、NESIDデー

タにより家族内感染をクラスタ化し、１家族クラ

スタを１としてカウントした。 

 

（B）NESIDデータに基づく広域事例疑いの早期探

知に関する検討 

2017 年度にシステムの試作版を作成し、2018

年に試運用した。2019 年度は、2018 年度までの

研究で得られた知見に基づき、アラート閾値の再

検討等システムの改良を試みた。 

 本システムは、過去データから算出した患者報

告数のベースラインと現在の報告数の比較によ

り、特異な報告数増加を探知しアラートを発出す

るものである。ベースラインには、過去 5年前後

1週の 15個（3週×5年）の値の平均値を用いた。

ただし、患者届出数のままでは単一曝露（ポイン

ト・ソース）の集団発生による報告数増加が含ま

れるため、できる限り単一の場所で発生した集団

発生事例（家族内感染を含む）をクラスタ化し、

一つの集団発生事例を一つのイベントとしてカ

ウントする方法を用いた（高原他 IASR（１）参照）。

集団発生による患者増加の影響を除いた散発症

例の増加に注目することにより、広域食中毒によ

る患者増加の可能性を探知する。過去と比較し特

異な増加であることを示すアラート閾値は、週当

たりのイベント数とベースラインからの逸脱度

を組み合わせて段階的に設定した（図 1）。この閾

値と対応は、2018年データによる試行の結果、迅

速性、発生頻度等を勘案して決定したものである。 

 
図 1．2019 年に用いたアラート閾値設定と各レベル

に達した時の対応 

 
2019年6月からこのアラート閾値によりシステ

ムを稼働させた。 

 

（C）実際の事例への対応について 

（B）において開発したツールにより、某自治

体を中心とする実際の事例を探知し、公衆衛生上
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の対応を行った。 

 

（D）海外における食中毒調査に関する疫学・病

原体情報の連携に関する情報収集 

2017年度については、オーストラリア連邦政府

保健省（Australian Government Department of 

Health）からの紹介で、オーストラリア・メルボ

ルンで 2018年3月 27—28日開催された、OzFoodNet

に関係する疫学者の会議にオブザーバーとして、

同国における食品媒介感染症・食中毒事例におけ

る疫学・病原体情報の評価・情報共有を行う場で

のやり取りに参加した。 

 

（倫理面への配慮） 

疫学情報に含まれる個人情報の保護に十分な

配慮しながら実施した。NESID 患者データからは

氏名、生年月日、住所の市町村以降のデータを削

除し匿名化した上で解析に使用した。 

 

C. 研究結果 

（A）MLVA データと NESID データの連携と統合デ

ータの活用に関する検討 

2018 年 5～10 月の MLVA データ（自治体による

NESID-IDの記載がなかった 992件）のうち、自動

で突合できたものは 650 件（約 66%）であった。

残りの 352件のうち、備考欄や症状等のデータを

参考にして手動で突合ができたものが 149件、デ

ータ不足により突合不可能であったものが 193件

であった。 

また、MLVAクラスタの規模別の発生頻度を見る

と、規模（同一クラスタに含まれる症例または家

族クラスタの数）が２の事例が最も多く、規模が

大きくなるにつれて発生頻度は減少した。規模が

9 以上で発生頻度は大きく低下し、それ以上の規

模の事例は合計 7回であり、全体の発生回数（84

回）の約 8%であった。 

 

（B）NESIDデータに基づく広域事例疑いの早期探

知に関する検討 

2019 年 6 月から図１の閾値を用いてシステム

を稼働させた結果、アラートレベル１以上が 24

回発生した。うち、最終的にレベル 3まで至った

事例が 3回、レベル 4まで至った事例が 2回発生

した。レベル 3以上のうち 4回のアラートで、厚

生労働省（食品監視安全課及び結核感染症課）へ

の情報提供を実際に行った（O26VT2・20 週, 

O145VT2・36 週, O157VT1VT2・44 週, O157VT2・

46 週）。なお第 20 週の O26VT2 は、システムがレ

ベル 3として探知する数日前に感染症疫学センタ

ー内の EHEC 監視チームが探知し、早めの情報共

有に至った。レベル 3 として探知された第 36 週

の O145VT2は、報告地分布に偏りがみられたこと

を考慮し、情報提供に至った。第 46週の O157VT2

もレベル 3で探知したが、性別・年齢分布の偏り

と直近の報告の増加傾向を考慮して早めの情報

提供を行った（最終的にはレベル 4に到達）。 

 

（C）実際の事例への対応について 

2018年 8 月（第 35 週）に某自治体を中心とす

る O157VT2散発例（イベント数）の増加を、シス

テムが探知した。自治体による事例探知時点で、

可能性のある食材の収去等がなされていなかっ

た。自治体とのやり取りを行い、症例定義を設定

し記述疫学を実施した。本事例の詳細については

自治体による詳細な情報の公表、及び食中毒とし

ての行政対応が行われていないことから詳細に

ついては触れない。記述疫学に加え、患者の所有

していた購入食料品に関する電子情報等から喫

食と発症の関連について解析疫学を実施し、特定

の野菜について関連の可能性を見出した。遡り調

査の結果は特定の産地の可能性を示唆するもの

であった。産地の可能性を示唆された自治体の農

業関連組織を訪問し、当該野菜の栽培・収穫・流

通等に関する情報を収集した。肥料の使用方法等

を含め、野菜そのものが汚染された可能性は極め

て低いものの、井戸水等の使用については情報が

なかった。また、流通時のコールドチェーンや意

図しない長期保存の問題等が残った。 

 

（D）海外における食中毒調査に関する疫学・病

原体情報の連携に関する情報収集 

 2018年 3月 27-28日にかけて、オーストラリ

アで開催された食中毒に関する疫学・病原体情報

の評価・情報共有を行う OzFoodNetの会議に参加

した。 

参加者は各州の各州に配属されている疫学者、

ラボ担当者、食品標準化部門、農水部門、感染症

サーベイランス担当者であり、日本からは駒瀬、

高橋が参加した。他に米国から参加者があった。

今回の主たる議題は全ゲノム解析の導入につい

て、その利点、弱点、サーベイランスでの活用な

どで、どのような状況で用いるのが効果的である

かについてのグループディスカッションが行わ

れた。日本の食中毒対応の状況について簡単な報

告を行った。具体的な内容としては、日本におけ

る、食中毒と感染症の扱いの違い、食中毒部門と

感染症部門、複数自治体間、地方自治体と国の情

報共有の重要性について議論した。 

また、2017年の EHECアウトブレイクについて、

2つのピークについて、最初の散発事例（ピーク）

早期探知が課題であることを示した上で、対策と

して実施される予定となっていることの紹介と
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して、自治体間と国の協議会を設置すること、ガ

イドラインの改正、共通 ID の導入、地方衛生研

究所（以下、地衛研）での MLVA 導入について議

論した。これらの報告に、以下のようなコメント

が寄せられた。 

• 探知は OzFoodNetの疫学者が情報共有を

定期的に行っていることにより成立する 

• 検査情報と疫学情報はオーストラリア

では州レベルで統合される（いくつかの州では自

動照合） 

• 州の DB から国に決まった情報が報告さ

れる（州と国の間では、どのような情報が提供さ

れるか、取り決めに従う） 

また、OzFoodNet の概要についての説明を受け

た。OzFoodNetは 2000年に設立され、国が資金を

提供している州をまたがる組織である。各州に配

属されている疫学者、ラボ担当者、食品標準化担

当、農水部門等の担当者などからなる。毎週のリ

モート会議で州ごと食中毒の発生状況について

報告し、疫学担当メンバー間で情報共有される。

年に 3 回は全体の Face-to-Face のミーティング

を実施する。また、異常が発生した場合は、他の

OzFoodNet メンバーに迅速にメールで情報共有し、

食中毒情報は各州から国のシステムに報告する

枠組みとなっている。 

いくつかの州（NSW、Victoria）では、州の DB

から患者情報、疫学情報、ラボ情報が自動的に国

のシステムに報告される。これらの異常探知は目

視と 5年平均・SDを利用している。また、州にお

ける情報の統合についてはラボに送られる検体

は個人情報つきであり、ラボから対象者に対して

直接問い合わせが可能となっており、個人情報を

元に疫学情報と検査情報が州レベルの DB 上で自

動的に統合される。 

 

D. 考察 

（A）MLVA データと NESID データの連携と統合デ

ータの活用に関する検討 

 MLVAデータとNESIDデータの紐づけが効率的に

行えるようになったことから、連携されたデータ

の効果的な活用方法に関する検討が重要な課題

である。MLVAクラスタの規模別の発生頻度を調べ

たところ、規模が 9以上の事例の発生回数は 7回

（全体の約 8%）であり、発生頻度の低い稀な事象

であると考えられた。これらの事例の迅速な探知

と効果的な注意喚起のための方法論を検討を引

き続き行っていく必要がある。 

 

（B）NESIDデータに基づく広域事例疑いの早期探

知に関する検討 

 広域事例疑いを早期に探知することができれ

ば、事例発生時の調査および介入の迅速化が見込

まれ、食品衛生行政上の貢献が期待出来る。NESID

の届出データを用いた広域事例疑いの早期探知

の取り組みにより、2019年においては、広域事例

の疑いとして厚生労働省への情報提供を 4回実施

し、複数の自治体に対する喫食状況調査等の早期

の実施に結びつけることができた。なお、2019年

に用いたアラート閾値（図 1）は 2018年実績に基

づく暫定的なものである。感度、特異度、発生頻

度等のバランスを考慮しつつ、より迅速に探知す

るための閾値設定の再検討を行う必要がある。ま

た、迅速探知により早められた調査開始を汚染源

の同定につなげるための全体のスキームについ

て、関係機関との調整を含めた検討を行うことも

今後の課題である。 

 

（C）実際の事例への対応について 

開発したシステムによる重要な広域の可能性

の高い事例を探知する試みは有効に機能したと

考えられた。ただし、従来通りの制約、すなわち、

疫学的な分析結果では原因として断定するには

至らず、自治体による初動時点での関連する可能

性のある食材を如何に迅速に確保出来るかとい

うことが必要であることが分かった。さらに、食

材（特に野菜）が汚染されるプロセスを知り、原

因究明と対応改善につなげるためには、野菜の衛

生管理指針の理解に基づく中長期的な連携関係

の構築が必要であると考える。 

 

（D）海外における食中毒調査に関する疫学・病

原体情報の連携に関する情報収集 

オーストラリアにおける OzFoodNetの視察の結果、

日本とは異なる点として、全国レベルでの情報共

有が日本に比べて頻繁に行われておいることが

確認された。OzFoodNet 所属の疫学者が各州に配

置され、緊密に情報連携が行われていること、ラ

ボ検体は原則個人情報つきで提供されるため、疫

学情報、患者情報との統合が容易である事がその

原因と考えられる。また、オーストラリアでの食

中毒対策は、国レベル、州レベルで実施される。

そのため、全国共通調査表や州や国でのシステム

上のデータフォーマットに関して詳細を把握す

ることが重要であると思われた。これらについて

は引き続き情報交換を進めることについて、合意

した。提供された情報に基づき、日本において有

用な点を今後検討する。 

 

E. 結論 

本分担グループでは、患者（NESID）データと

菌株（MLVA）データの連携とその活用、広域事例

の早期探知と継続的なモニタリングを行うため
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のシステムの構築を目的とし、主に MLVA-NESID

データ突合システムの構築、NESID データに基づ

く広域事例疑い探知システムの構築と改良を行

った。今後も、継続的にこれらのシステムの改良

を行う。また、長期的な視点から、実際の広域事

例の発生要因の調査について、食材そのものを管

理する農林部局との連携が欠かせないことが考

えられる。具体的に、食品衛生分野における HACCP

との連携、農業分野における GAPとの連携につい

て、システムを幅広く含めていくための必要な情

報を国内外から収集し、実装するシステムに一部

具体的に反映させていくことを検討する。また、

実際の事例を通した改善も重要であり、積極的に

対応していく。 
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